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JH 要 : 本 试验 旨 在 研究 玉米 亦 霉 烯 酮 (CEA) 对 体外 培养 鸡 脾脏 淋巴 细胞 凋 亡 的 影响 。ZEA 


染 毒 浓度 为 0 (对 照 )、0.10、0.40、1.60、6.25 和 25.00 hg/mL， 染 毒 48h 后 检测 体外 培养 


ANS 


3(caspase-3) mRNA 表达 量 及 细胞 培养 液 上 清 中 相应 凋 亡 基因 和 蛋白 含量 。 


鸡 脾脏 淋巴 细胞 凋 亡 率 、 坏 死 率 、 细 胞 线粒体 膜 电 位 、 细 胞 内 活性 氧 ROS) 以 及 B 淋巴 


HJ - 2(Bcl-2). Bcl-2 #43¢ X 7E B (Bax). Bak-l. p53 及 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 和 蛋白 酶 - 


结果 显示 ， 与 对 照 


组 比较 ，ZEA 染 毒 导致 鸡 脾脏 淋巴 凋 亡 率 、 坏 死 率 、ROS Si. AAs 


Bax. Bak-1 及 caspase-3 的 含量 以 及 细胞 内 p53. Bax. Bak-l 及 caspase 


者 养 上 清 液 中 p53、 


-3 的 mRNA 表达 量 


显著 或 极 显著 提高 (P<0.01 或 P<0.03)， 且 随 毒 素 浓度 升 高 而 升 高 ;而 ZEA 组 细胞 线粒体 膜 


电位 和 上 清 液 Bcl-2 含量 却 极 显著 低 于 对 照 组 (P<0.01)。 由 此 可 知 ，ZEA 染 毒 可 促进 体外 培 


养 鸡 脾脏 淋巴 细胞 凋 亡 ， 且 呈 剂 量 依 赖 性 。 


关键 词 : BKM, 鸡 脾 脏 淋巴 细胞 ， 凋 亡 ; 线粒体 ， 活 性 氧 


中 图 分 类 号 : S816 


玉米 赤 霉 烯 酮 (ZEA) 又 称 F-2 毒 素 ， 是 由 镰刀 菌 (主要 是 禾 谷 镰刀 菌 ， 此 外 为 三 线 镰刀 


mhi 


li 
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的 谷类 作物 和 动物 性 食品 中 广泛 存在 。ZEA 可 促进 细胞 凋 亡 。Kim 等 中 研究 发 现 ，ZEA 可 导 


致 小 鼠 精 细胞 严重 损害 ， 出 现 不 同 程度 的 凋 亡 小 体 ， 且 随 着 作用 时 间 延 长 和 浓度 增加 而 加 


重 ， 精 原 细胞 和 精 母 细胞 表现 更 明显 。 余 增 丽 等 外 对 乳腺 癌 的 MCF-72 


胞 研究 发 现 ZEA 对 
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胞 的 增殖 活性 是 通过 调节 B 淋 巴 细胞 瘤 -2 (Bc1-2) 基因 和 Bcl-2 相 关 X 蛋 白 (Bax) 基因 


4 表达 抑制 了 细胞 凋 亡 所 获得 的 ， 且 ZEA 可 以 显著 提高 细胞 色素 P450 家 族 1 亚 科 A 多 肽 1 


(CYP1A1) 酶 的 活性 及 其 mRNA 表达 。 邓 友 田 等 B] 也 研究 得 出 ZEA 能 够 促进 Bc7-2 mRNA 


和 和 蛋白 表达 ， 而 抑制 Bax 的 表达 ，ZEA 可 提高 人 乳腺 癌 细 胞 系 MCF27 细 胞 增殖 活力 并 


促进 有 丝 分 裂 指数 ， 并 通过 对 Bc1-2 和 Bax 表 达 的 调节 人 作用， 抑制 肉 激素 耗 尽 所 诱导 的 


MCF27 细 胞 凋 亡 。 符 达 外 给 大 鼠 饲 喂 不 同 剂量 的 ZEA 发 现 ，ZEA 可 对 大 鼠 p53 基 因 第 8 外 显 


子 的 构象 产生 影响 ， 导 致 外 显 子 中 2 个 条 带 上 碱 基 对 出 现 以 喀 啶 与 味 叭 的 互 换 突 变 为 主 的 突 


变 。 而 p53 基因 与 细胞 周期 生长 的 调节 、 细 胞 转化 的 调节 、DNA 复 制 及 诱导 程序 性 死亡 有 


密切 关系 ，p53 基 因 通 过 Bal-2 家 族 作 用 调控 细胞 凋 亡 日 。 在 Yu 等 外 关 于 ZEA 诱 导 小 鼠 


RAW264.7 巨 噬 细 胞 死亡 机 制 的 研究 中 ，ZEA 染 毒 处 理 导 致 细胞 线粒体 膜 电 位 的 损失 及 Bcl- 


2 和 Bax 和 蛋白 在 线粒体 的 变化 ， 细 胞 质 释 放 细 胞 色素 C 和 凋 亡 诱导 因子 ， 过 氧化 氢 酶 换 秆 


= 


ZEA 诱 导 RAW264.7 细 胞 减少 。 


ZEA 作 用 于 免疫 系统 的 主要 靶 器 官 是 脾脏， 可 导致 脾脏 淋巴 细胞 凋 亡 ， 进 而 使 机 体 免 


疫 功能 降低 。 马 勇 江 等 四 研究 ZEA 对 离 体 培养 脂 多 糖 活 化 小 鼠 脾 脏 淋 巴 细胞 上 共有 显著 促 调 


亡 作 用 ， 且 促进 强度 与 其 剂量 呈 依 赖 性 关系 。 但 目前 关于 ZEA 对 鸡 脾脏 细胞 凋 亡 方面 的 


完 较 少 。 因 此 ， 本 研究 以 原 代 培 养 鸡 脾脏 淋巴 细胞 为 模型 ， 从 细胞 水 平 上 研究 镰刀 菌 毒素 


ZEA 染 毒 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 的 凋 亡 及 其 调控 基因 的 影响 ， 以 便 冰 明 ZEA 染 毒 对 鸡 脾脏 淋巴 


ANS 


胞 的 影响 及 其 分 子 机 制 。 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 
试验 动物 ， 东北 农业 大 学 动物 医学 院 动 物 中 心 提供 的 40~60 日 龄 健康 的 伊 莎 公 鸡 。 


胎 牛 血清 (FBS)〉 购 自 Gibco 公 司 ; 4 - AREL (Hepes) ZEAK AHAH 


RPMI1640 培 养 基 均 购 自 Sigma 公 司 ; 细胞 凋 亡 检 测试 剂 盒 [用 异 硫 氰 酸 荧光 素 标记 的 膜 联 蛋 


AV (Annexin V-FITC) FEMNE (PI〉 双 染 ] 购 自 美国 ACTGene 公 司 ; 2,7— — 5 SU 


光 黄 双 乙 酸 钠 (DCFH-DA) 与 罗丹 明 123(Rh123) 购 自 美国 Sigma 公 司 ; Trizol 试 剂 盒 、M-MLV 


反 转 录 酶 、DNA 抽 提 试 剂 盒 及 RNA 酶 均 购 自 Invitrogen 公 司 ; rTaq 酶 等 PCR 反 应 试剂 购 自 


2 
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TaKaRa (KEEA; 省 化 乙 锭 (EB) 购 自 Sigma 公 司 ; 鸡 的 Bax、Bak-1、Bcl-2、p53 及 半 


PRA IR KA AIRE AH - 3 (caspase-3) 酶 联 免疫 吸附 测定 (ELISA) 检测 试剂 盒 均 购 自 上 


海 生 物 公司 。 


1.2 试验 方法 


1.2.1 脾脏 淋巴 细胞 悬 液 的 制备 、 培 养 及 处 理 


在 无 菌 条 件 下 ， 将 鸡 脾脏 取出 ， 放 入 盛 有 磷酸 缓冲 液 (PBS) 的 培养 下 里 ， 用 PBS 轻 


轻 洗涤 脾脏 周围 的 血液 残 酒 ， 仔 细 剥 去 脾脏 周围 结缔 组 织 ， 将 其 移入 另 一 个 盛 有 浸泡 有 200 


网 算 的 PBS 的 培养 下 中 ， 用 狠 子 将 脾脏 放 在 200 目 铜 网 上 ， 用 20 mL 一 次 性 注射 器 的 内 芯 


轻 轻 研磨 ， 过 小 ， 将 滤液 适当 稀释 成 一 定 浓度 的 细胞 悬 液 ， 再 将 细胞 其 液 移入 预先 装 有 鸡 


淋巴 分 离 液 离心 管 里 ， 即 缓 缓 以 1 : 1 体积 比 将 细胞 悬 液 移 入 到 鸡 淋巴 分 离 液 上 层 ，2 000 


r/min 常温 离心 15 min， 用 巴 氏 吸管 移 取 淋 巴 细 胞 ， 加 入 冷 的 PBS 洗 涤 ，1 500 r/min 4 °C 离心 


5min， 弃 去 上 清 液 ， 加 入 不 含 毒 素 的 RPMI1640 完 全 培养 液 ( 加 FBS) 再 洗涤 1 次 ， 


limi 
tni 


Ex bF 


数 ， 并 用 台 盼 蓝 检 测 细胞 活力 大 于 95%。 


前 期 试验 已 检测 染 毒 48 hb 时 ，ZEA 的 半 抑 制 浓度 〈IC50) 为 (23.91+4.96) pg/mL. il 


过 IC50 筛 选 出 ZEA 的 作用 浓度 为 Z1 组 0.10 hg/mL、2Z2 组 0.40 ngmL、Z3 组 1.60 ug/mL, Z4 


组 6.25 pg/mL 和 Z5 组 25.00 ug/mLIG。 


1.2.2 流 式 细胞 仪 测定 细胞 凋 亡 率 和 坏死 率 


染 毒 培养 48 h 时 ， 收 集 细 胞 ，1 500 rmin 离 心 3 min， 用 PBS 洗 涤 细 胞 3 次 。 离 心 后 ， 加 


500 uL Binding Buffer 制 备 细胞 悬 液 ， 再 加 入 10 uL Annexin V-FITC 和 5 uL PI， 室 温 避 光 反 应 


5-15 min， 用 流 式 细 胞 仪 测定 细胞 凋 亡 率 和 细胞 坏死 率 ， 同 时 以 不 加 Annexin V-FITC 及 PI 作 


为 试剂 对 照 。 激 发 波长 为 488 nm, Annexin V-FITC EJ £& E R J6 38 it EL EE ve JG z& 


(FITC) 通道 FL-1，530 nm) 检 测 ，PI 的 红色 荧光 通过 PI 通 道 FL-2，585 nm) 检 测 。 每 个 样 


品 以 10 000 个 细胞 计数 进行 统计 ， 数 据 由 流 式 细胞 仪 的 标准 计算 机 程序 分 析 获 得 。 


1.2.3 细胞 内 活性 氧 ROS) 含 量 的 测定 


染 毒 培养 48 h， 收 集 细 胞 ，1 500 r/min 离心 3 min， 后 用 PBS 洗 涤 细 胞 3 次 。 选 用 对 细胞 


内 过 氧化 氨 (202) 特异 性 结合 的 荧光 染料 DCFH-DA 对 细胞 内 ROS 进 行 检测 ， 用 PBS 悬 浮 


M 


ffl, DM ADCFH-DA 4 FEAR FEN100 umol/L, 38], 37 °CHEtIE A 30 min，PBS 洗 


涤 3 次 ， 在 流 式 细胞 仪 测 定 其 平均 荧光 强度 (激发 波长 488 nm， 发 射 波长 530 nm). 


1.2.4 细胞 线粒体 膜 电位 的 测定 


染 毒 培养 48 h， 收 集 细胞 ，1 500 r/min 离心 3 min， 后 用 PBS 洗 涤 细 胞 2~3 次 。 选 用 对 线 


粒 体 特异 性 结合 的 荧光 染料 罗丹 明 123 对 线粒体 膜 电位 进行 检测 ， 用 PBS 葵 浮 细胞 ， 加 入 罗 


丹 明 123 染 液 使 其 终 浓 度 为 5 g/mL, i85], 37 CWA 30 min, PBSI K, EMRI 


胞 仪 测定 其 平均 荧光 强度 (激发 波长 488 nm， 发 射 波 长 530 nm). 


1.2.5 上 清 液 中 Bcl-2、p53、Bax、Bak-1 和 caspase-3 含 量 测定 (ELISA 法 ) 


染 毒 培养 48 h 后 ， 收 集 细 胞 培养 上 清 液 ，3 000 r/min 离心 20 min， 吸 取 上 清 ， 一 20 °C 保 


存 备 用 ， 按 ELISA 试 剂 盒 说 明 书 测定 上 清 液 中 Bcl1-2、p53 、Bax 、Bak-1 和 caspase-3 的 含 


- 


1.2.6 细胞 内 凋 亡 调控 基因 Bc1-2、p53、Bax、Bak-1 及 caspase-3 的 mRNA 表 达 测 定 


按 RNA 提 取 试 剂 盒 说 明 书 操作 ， 最 终 获 得 组 织 总 RNA:; 取 组 织 总 RNA 适 量 ， 按 


PrimeScript RT-PCR Kit 说 明 书 进行 反 转 录 ， 将 提取 的 RNA 转 化 为 cDNA，cDNA 保 存 于 - 


80 °C & Hj EX v BD HH -T PCR... RE GenBank t A ze HY XS B1p-JULZ/J& F1. Cp-actin? (L08165)、 


Bc1-2(Z11961.1). p53(X13057.1).. Bax(XM. 422067.2). Bak-1(NM. 001030920.1) fill caspase- 


3(NM 204725.1) 的 全 基因 序列 ， 应 用 Prime 5.0 软 件 设计 特异 的 上 、 下 游 引 物 ， 并 经 


GenBank Blast 进 行 同 源 性 检索 后 由 Invitrogen 公 司 ( 上 海 ) 合 成 。 引 物 序 列 及 参数 见 表 1。 
#1 引物 序列 及 参数 


Table 1 Primer sequences and parameters 


扩 增 长 度 
基因 序列 号 
引物 序列 Primer sequences (523^) Amplification 
Genes Serial number 
length/bp 


F: CACCACAGCCGAGAGAGAAAT 
B 肌 动 蛋 白 -actin 135 L08165 
R: TGACCATCAGGGAGTTCATAGC 


B ik - 2 FASE X F: GTGATGGCATGGGACATAGCTC 
" 90 XM 4220672 
RH Bax R: TGGCGTAGACCTTGCGGATAA 
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F: GAGATGCTGAAGGAGATCAATGAG 
p53 145 X13057.1 
R: GTGGTCAGTCCGAGCCTTTT 


F: ATCGTCGCCTTCTTCGAGTT 
B 淋巴 细胞 瘤 - 2 Bel-2 150 Z11961.1 
R: ATCCCATCCTCCGTTGTCCT 


F: ATGGATGCCTGTCTGTCCTGTTC 
Bak-1 106 NM_001030920.1 
R: GCAGAGCAGTCCAAAGACACTGA 


F: ACTCTGGAATTCTGCCTGATGACA 


a 


半 胱 氨 酸 天 冬 氮 酸 有 
酶 -3 Caspase-3 R: CATCTGCATCCGTGCCTGA 

相关 基因 cDNA 的 PCR 反应 体系 包括 cDNA、 上 下 游 引 物 、 高 保 真 酶 、Premix 和 
ddH2O， 反 应 条 件 为 95 "C 预 变性 30 s， 按 95 °C 变性 5s, 60 °C 退火 34s，40 个 循环 ，4 °C 
终止 反应 ; 取 PCR 扩 增 产物 于 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 2h， 凝 胶 成 像 仪 拍照 记录 PCR Zi 
果 。 
1.2.7 数据 分 析 


129 NM 204725.1 


I 


采用 REST 软件 (Pfafft 分 析 毒 素 处 理 样 品 各 目的 基因 mRNA 的 表达 丰 度 ， 应 用 SPSS 


13.0 软件 对 数据 进行 显 音 性 下 检 验 及 相关 性 分 析 : 其 中 上 述 各 项 指标 的 测定 重复 3 个 不 同 


批 次 的 细胞 ， 每 批 细胞 每 个 样本 重复 3 次 ， 数 据 以 平均 值 + 标准 差 表 示 ，P<0.05 为 差异 显 


著 。 


2 结果 


2. ZEA 对 鸡 脾 脏 淋 巴 细 胞 凋 亡 率 和 坏死 率 的 影响 


ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 凋 亡 率 和 坏死 率 的 影响 见 表 2。ZEA 染 毒 时 ， 细 胞 凋 亡 率 各 组 


间 差 异 显著 (P<0.05)。 细 胞 坏死 率 除 Z2 组 和 Z3 组 差异 不 显著 (P>0.05) 外 ， 其 余 各 组 间 差 异 


均 极 显 著 (P<0.01)。 当 ZEA 浓度 达到 6.25 ug/mL 以 上 ， 细 胞 凋 亡 和 坏死 均 有 所 减缓 。 


BR Z5 组 较 ZA 组 淋巴 细胞 的 凋 亡 率 和 坏死 率 均 有 所 下 降 外 ， 其 余 试 验 组 的 细胞 凋 亡 率 


和 坏死 率 均 随 ZEA 浓度 的 升 高 而 升 高 ， 各 ZEA 组 细胞 凋 亡 率 和 坏死 率 均 极 显著 高 于 对 照 


ANS 


H(P<0.01); 且 同 浓度 下 ， 脾 脏 淋巴 细胞 的 凋 亡 率 均 高 于 坏死 率 ， 表 明 ZEA 染 毒 主要 导致 


ao 
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X2 ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 凋 亡 率 和 坏死 率 的 影响 


oO 


Table 2 Effects of ZEA on the apoptotic rate and necrotic rate of chicken splenic 


lymphocytes 

组 别 Groups 凋 亡 率 Apoptotic rate/% 坏死 率 Necrotic rate/% 
对 照 Control 8.402-0.20F' 2.30+0.03F* 

Zl 24.404: 1.50P* 4.10-:0.20P4 

Z2 25.90: 2.40Pd 4.904:0.12€* 
ZEA Z3 29.30£2.70°° 4.90+£0.30° 

Z4 51.10+3.404* 12.10+0.804? 

Z5 40.40+3.00 P^ 10.70 土 0.32Bp 


同 列 数据 肩 标 不 同 大 写字 母 表 示 差 异 极 显 著 (P<0.01)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 
(P<0.05)， 相 同 小 写字 母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)。 下 表 同 。 


In the same column, values with different capital letter superscripts mean extremely 
significant difference (P<0.01), and with different small letter superscripts mean significant 
difference (P<0.05), while with the same small letter superscripts mean no significant difference 


(P>0.05). The same as below. 
2.2 ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 内 ROS 与 线粒体 膜 电 位 的 影响 

ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 内 ROS 与 线粒体 膜 电 位 的 影响 见 表 3。ZEA 染 毒 48 h， 鸡 脾脏 
淋巴 细胞 ROS 含量 随 毒素 浓度 的 升 高 而 增加 ， 各 ZEA 组 ROS 含量 极 显 著 高 于 对 照 组 
(P«0.01) 而 线粒体 膜 电 位 随 毒 素 浓 度 的 升 高 而 降低 (Z3 组 除外 )， 各 ZEA 组 线粒体 膜 电 位 
极 显 著 低 于 对 照 组 (P<0.01)。ROS 含量 除 Z3 组 与 Z4 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 外 ， 其 余 各 组 
间 差 异 显 著 (P<0.05); ZEA 组 间 线 粒 体 膜 电位 差异 显著 (P<0.05)。 


Mv 


#3 ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 


胞 内 ROS 与 线粒体 膜 电 位 的 影响 


Table 3 Effects of ZEA on the intracellular RONS and mitochondrial membrane potential 


in chicken splenic lymphocytes 


线粒体 膜 电 位 Mitochondrial 


组 别 Groups 细胞 内 活性 氧 ROS 
membrane potential 
对 照 Control 1.43 士 0.03D*。 5.923:0.07^* 
Zl 4.03+40.12°4 5.54+0.108° 
ZEA Z2 4.7840.158° 4.58+0.15°4 
Z3 5.23+0.1658° 5.32+0.10°° 


Z4 5.3140.20P*^ 4.06-:0.10F* 


Z5 10.15+0.3042 4.15+0.20F° 


2.5 ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 培养 上 清 液 中 Becl-2、p53、Bax、Bak-l 和 caspase-3 含量 的 影 


LI 


ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 培养 上 清 液 中 Bcl-2、p53、Bax、Bak-1 和 caspase-3 含量 的 影 
响 见 表 4。 针 对 Bcl-2 含量 ， 除 Z1 组 与 Z2 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 外 ， 其 余 各 组 间 差 异 均 
极 显 著 (P<0.01) ; 针对 p53 的 含量 ， 各 组 间 均 差异 显著 (P<0.05); 针对 Bax 含量 ，Z1 
组 、Z2 组 、Z3 组 和 对 照 组 之 间 差 异 均 不 显著 (P>0.03)，Z4 组 和 Z5 组 之 间 及 与 上 述 各 组 间 
差异 极 显著 (P<0.01); 针对 Bak-1 含量 ， 各 组 间 差 异 均 显 闭 (P<0.05); 针对 caspase-3 含量 ， 
BR Z3 组 和 ZA 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 外 ， 其 余 各 组 间 均 差异 显著 (P<0.05); 

由 此 表明 ，p53、Bax、Bak-1 和 caspase-3 含量 随 毒素 浓度 的 升 高 而 增加 ，Bcl-2 含量 
随 毒 素 浓度 的 升 高 而 降低 ， 有 具有 显著 的 剂量 依赖 关系 ， 


表 4 ZEA 对 鸡 脾 脏 淋巴 细胞 培养 上 清 液 中 Bel-27 p53, Bax, Bak-1 和 caspase-3 含量 的 


影响 
Table 4 Effects of ZEA on the contents of Bc1-2, p53, Bax, Bak-1 and caspase-3 in 


supernatants of chicken splenic lymphocytes 


半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 
B 淋巴 细胞 B 淋巴 细胞 瘤 - 
[s] x a 白 酶 d 3 
组 别 Groups jJ - 2 Bel- p53/(pg/L) 因 相 关 X 蛋白 Bak-1/(ng/L) 
2/(ug/L) Bax/(ug/mL) rae 
ug ax/(ug/m 
3/(pmol/L) 
: E Ce 
对 照 Control 48.8441.514° 270.46+20.72° 5.2040.06€* 170.31+6.72° Pipe 
Zl 31.764+1.45% — 585 0247.54C* 5.2140.33€* 179.8122.24€* 13.4541.47€4 
Z2 30.73+1.63% 307 3615.6604 5.3140.15€* 214.6445,22¢4 21.34+0.458¢ 
ZEA Z3 25.2141.31°° — 588.78423.718c 5.7340.20€* 331.8042.24B* 26.702:0,53^B^ 
ZA 20.1341.42P4 — 632.80+13.20Bh 8.674:0.21B* 410.9623.73^^ 27.28+0.504B? 
Z5 14.74+1.27Ee 818.19+11.32^3 11.170.404? 447.72526.03^* 30.99+0.6048 
2.4 ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 Bc1-2. p53. Bax. Bak-1 和 caspase-3 mRNA 表达 的 影响 


ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 Bce1-2. p53. Bax. Bak-l 和 caspase-3 mRNA 表达 的 影响 见 
5。 针 对 Bcl-2 mRNA 表达 量 ，Z1 组 、Z2 组 和 2Z3 组 间 Bax/Bcl-2 值 差 异 不 显 
(P>0.05)， 但 显著 高 于 对 照 组 (P<0.03)，Z4 组 和 Z5 组 极 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.01); 针对 


mW 


N 


p53 mRNA 表达 量 ， 各 ZEA 组 极 显著 高 于 对 照 组 (P<0.01); 针对 Bax mRNA 表达 量 ， 各 组 
间 差 异 显 著 (P<0.05); 针对 Bak-1 mRNA 表达 量 ， 除 Z2 组 和 Z3 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 
外 ， 其 余 各 组 间 差 异 极 显著 (P<0.01); 针对 caspase-3 mRNA 表达 量 ， 对 照 组 、Z1 2H. Z2 
组 和 Z3 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05)，2Z4 组 和 Z5 组 极 显 著 高 于 其 他 各 组 (P<0.01)， 且 2 组 间 
差异 极 显 著 (P<0.01)。 


由 此 表明 ， 除 caspase-3 mRNA 表达 量 在 Z1 组 、Z2 组 和 Z3 组 略 小 于 对 照 组 外 ， 
Bax/Bcl-2 值 以 及 Bax. Bak-1 和 caspase-3 的 mRNA 表达 量 随 毒素 浓度 的 升 高 而 增加 ， 
具有 显著 的 剂量 依赖 关系 。 


A 5 ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 Bel-2. p53. Bax. Bak-1 Ñi caspase-3 mRNA 表达 的 影响 
Table 5 Effects of ZEA on the mRNA expression levels of Bc7-2, p53, Bax, Bak-1 and 


caspase-3 in chicken splenic lymphocytes 


C B i ELS - 2 EE AR KA ARE 
> ) FEA X BA B 淋巴 细胞 瘤 - 2 基 酶 -3 Caspase-3 
== tH Groups p53 Bak-1 
V /B 淋巴 细胞 瘤 - 2 因 相 关 XEK Bax 
CN Bax/Bcl-2 
co 1.00£0.045° 1.00::0.02*7 1.0050. 11€ 1.020.088 0.980.03° 
1.1720.04€P«ed 1.23+0.08 84 1.25+0.018° 1.37+0.05P4 0.96+0.05°° 
1.2140.06°°%4 1.46+0.104° 1.40+0.03484 1.52+0.04°° 0.94+40.05°° 
1.3140.02¢¢ 1.36+0.098° 1.4340.09^B« 1.5540.05€* 0.9340.04€* 
Z4 1.57+0.068> 1.52+0.0744 1.44+0.1048> 2.12+0.058> 1.33+0.038> 
Z5 3.2340.15^* 1.32+0.03B4 1.59+0.08Aa 3.18+0.0444 3.73+0.254 


3 讨论 

本 实验 室 前 期 研究 表明 ，ZEA 在 体内 试验 中 可 以 诱导 小 鼠 肾 脏 细胞 、 脑 细胞 和 肝脏 细 
胞 的 凋 亡 g&40， 在 体外 试验 中 可 以 诱导 猪 脾 脏 淋巴 细胞 凋 亡 t。 在 本 试验 中 ，ZEA 可 以 诱 
导体 外 培养 鸡 脾脏 淋巴 细胞 凋 亡 ， 结 果 和 前 期 试验 结果 一 致 。 

线粒体 在 氧化 代谢 过 程 中 产生 大 量 ROS。 在 自由 基 产 生 过 多 或 抗 氧化 防御 系统 作用 减 
弱 时 ， 机 体 不 能 有 效 清除 线粒体 内 ROS， 造 成 蓄积 ， 过 量 蓄积 的 ROS 可 和 氧化 线粒体 渗透 
性 转运 孔 上 的 相应 氧化 还 原 敏感 位 点 ， 导 致 线粒体 膜 电位 降低 、 线 粒 体 肿胀 和 进一步 ROS 
产生 ， 进 一 步 造 成 线粒体 的 氧化 损伤 9。 本 研究 结果 表明 ZEA 染 毒 使 鸡 脾脏 淋巴 细胞 内 
ROS 大 量 积 累 ， 线 粒 体 膜 电位 极 显著 下 降 ， 和 上 述 研究 一 致 。 


I 


细胞 凋 亡 的 信号 传导 途径 是 经 过 特殊 的 死亡 信号 激活 半 胱 氨 酸 天 冬 氮 酸 蛋白 酶 系统 来 


实现 的 [和 。caspase-3 是 在 多 种 诱导 剂 刺 激 后 导致 凋 亡 的 关键 酶 ， 它 的 活化 预示 着 细胞 凋 亡 


执行 阶段 的 开始 。 正 常情 况 下 ， 它 以 酶 原形 式 存 在 于 胞 质 中 ， 当 细胞 接受 凋 亡 刺激 时 ， 它 
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被 系列 反应 激活 ， 进 而 诱导 细胞 发 生 凋 亡 05114。ZEA 可 诱导 猪 卵 梨 颗粒 细胞 凋 亡 依赖 半 胱 


氮 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 调 亡 通路 0 。 本 研究 结果 显示 ，ZEA 能 够 诱导 体外 培养 鸡 脾脏 淋巴 细 


胞 caspase-3 的 mRNA 表达 增加 ， 分 沁 在 上 清 液 中 的 caspase-3 和 蛋白 也 增加 ， 且 呈 剂 量 效应 关 


系 ， 和 上 述 试验 结果 一 致 。 


在 细胞 凋 亡 过 程 中 ，p53 和 蛋白 起 着 至 关 重 要 的 作用 。p53 和 蛋白 主要 集中 于 核 仁 区 ， 能 与 


DNA 特 异 结合 ， 具 有 明显 的 细胞 转化 抑制 作用 ， 对 保护 细胞 基因 组 DNA 的 完整 性 具有 重要 


作用 。 如 果 DNA 受 到 外 来 损伤 ，p53 可 作为 转录 因子 诱导 一 系列 下 游 基 因 的 表达 ， 介 导 细 


胞 停止 在 G 期 ,使 DNA 有 足够 的 时 间 得 到 修复 。 如 果 DNA 损 伤 严重 ， 修 复 失 败 ， 并 且 不 可 


道 则 p53 启动 凋 亡 程序 诱导 细胞 凋 亡 (9。Ayed Boussema 等 eq 研究 ZEA 对 人 的 肝 细 胞 是 激活 


p53， 通 过 p53 途径 以 剂量 依赖 方式 诱导 细胞 凋 亡 。Yu 等 [研究 ZEA 对 RAW264.7 巨 哈 细 胞 的 


毒性 作用 ， 其 中 p53 的 激活 起 到 了 关键 作用 。Bouaziz 等 2 研究 ZEA 对 人 的 肝癌 细胞 的 毒 


性 ， 得 出 ZEA 引发 p53 依赖 的 凋 亡 通路 致 细胞 凋 亡 的 分 子 机 制 。 本 试验 结果 也 表明 ZEA 从 基 


因 水 平 改变 了 鸡 脾 脏 淋 巴 细 胞 p53 的 表达 ， 干 扰 了 p53 凋 亡 通路 的 调控 ， 从 而 诱发 鸡 脾脏 淋 


巴 细胞 凋 亡 。 


Bcl-2 家 族 蛋 白 在 调节 通过 线粒体 使 细胞 凋 亡 过 程 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 ，Bcl-2 和 蛋白 主 


要 分 布 于 线粒体 膜 、 核 膜 及 内 质 网 膜 上 ， 参 与 维持 线粒体 膜 的 完整 性 ， 防 止 细胞 色素 C 的 


是 止 凋 亡 的 “内 源 性 激活 ”， 是 细胞 的 抗 凋 亡 成 员 [ 针 。 当 Bax 形 成 同 源 二 聚 体 Bax-Bax 


chin 
X3 
E 
TCU 


时 ， 诱 导 细 胞 凋 亡 ， 随 着 Bcl/-2 表 达 量 的 上 升 ， 越 来 越 多 的 Bax 二 聚 体 分 开 ， 与 Bcl-2 形 成 比 


Bax-Bax 二 聚 体 更 稳定 的 Bax-Bcl-2 的 异 二 聚 体 ， 从 而 中 和 了 Bax-Bax 二 聚 体 调节 细胞 凋 亡 的 


作用 ， 即 细胞 内 Bax/Bel-2 的 值 对 于 决定 细胞 接受 刺激 信号 后 存活 与 否 起 关键 作用 。Bc1-2 过 


量 表达 细胞 存活 ，Bax 过 量 表 达 则 细胞 凋 亡 R33。Yuan 等 多 研究 得 出 ZEA 诱 导 小 鼠 雄 性 生殖 


ANS 


HE 5 J8] Tz FE [RE Bax mRNA HIRA, Bcl-2 0] mRNA GAS Jb . Yu 5g 251 ZEA XA 


的 乳腺 癌 MCF-7 细 胞 的 研究 ， 发 现 ZEA 显 著 抑 制 细胞 凋 亡 ， 存 在 剂量 依赖 性 ，Western blot 


和 多 重 RT-PCR 分 析 显 示 ， 抗 凋 亡 的 Bcl-2 和 蛋白 质 和 mRNA 水 平 上 调 ， 促 调 亡 的 Bax 下 调 ， 说 


明 ZEA 有 具有 雌 激 素 活 性 ， 并 能 促进 MCF-7 细 胞 通过 细胞 周期 由 GO/G1 期 减少 和 8 期 的 显著 增 


tz 


加 的 进展 ， 通 过 Bec/-2 表 达 调 控 抑 制 细 胞 凋 亡 。 本 试验 结果 显示 ， 在 ZEA 对 鸡 脾脏 淋巴 细胞 


作用 下 ，Bak-1 的 表达 均 有 所 升 高 ，Bax/Bc1-2 值 也 增加 ， 其 蛋白 含量 也 随 之 增加 或 减少 。 


4 结论 


O 本 试验 表明 ， 随 ZEA 浓度 升 高 ， 细 胞 凋 亡 调控 蛋白 p53. Bax. Bak-1 和 caspase-3 


的 含量 升 高 ，Bcl-2 Seek FM; ZEA 上 调 Bcl-2 家 族 基因 (Bax 和 Bak-1) . p53 基因 和 


EX. 


ES 
| 


caspase-3 基因 表达 ， 抑 制 Bc1-2 家 族 基因 中 Bcl-2 基 


(2 ZEA 通过 激活 p53 和 半 胱 氨 酸 天 冬 氮 酸 和 蛋白 酶 通路 而 诱导 细胞 凋 亡 增加 ， 并 且 凋 亡 


cu 


氧化 应 激 引 起 。 
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Effects of Zearalenone on Apoptosis of Chicken Splenic Lymphocytes in Vitro! 


LI Xinhong! ZHENG Ruoyu! GU Yanfeil TAO Siyi! REN Zhihua! WANG Yachao? 


DENG Junliang" 


(1. College of Veterinary Mmedicine, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, 


China; 2. Southwest University of Science and Technology, Mianyang 621010, China) 


Abstract: This study was conducted to investigate the effects of zearalenone (ZEA) on apoptosis 


of chicken splenic lymphocytes in vitro. Chicken splenic lymphocytes were treated with 0 


(control), 0.10, 0.40, 1.60, 6.25 and 25.00 ug/mL ZEA for 48 h in vitro, and the apoptosis 


rate, necrotic rate, cell mitochondria membrane potential, intracellular reactive 


oxygen species (ROS) and the mRNA expression levels of B lymphocytoma-2 (Bcl- 


2), Bcl-2 associated X protein (Bax), Bak-1, p53 and caspase-3 as well as their protein 


12 


contents in the supernatant were measured. The results showed that compared with the 
control group, ZEA significantly or extremely significantly increased the apoptosis rate, 
necrotic rate, ROS content, contents of p53, Bax, Bak-1 and caspase-3 in the 
supernatant and the increased mRNA expression levels of intracellular p53, Bax, 
Bak-l and caspase-3 (P«0.05 or P«0.01), which were higher and higher with ZEA 
concentration increasing. Whereas the mitochondria membrane potential and Bcl-2 
content in supernatant were extremely decreased in ZEA groups compared with the 
control group (P«0.01). These results suggest that ZEA induces apoptosis of 
chicken splenic lymphocytes in a dose-dependent manner. 

Key words: zearalenone; chicken splenic lymphocytes; apoptosis; mitochondria; reactive 


oxygen species 
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